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1. BEVEZETÉS ÉS CÉLKIT ZÉS 
A nád (Phragmites australis /Cav./ Trin et Steudel) Európa és Magyarország 
különböz  tájainak flóraleíró munkáiban közönséges fajként szerepel. Nagy kiterjedésben 
megtalálható nagy tavaink (a Balaton, a Fert , a Velencei-tó) és az alföldi szikes tavak parti 
régiójában. A tó és tágabb környezete életében a nádasok egyrészt víztisztító funkciójuk, 
másrészt trofikus kapcsolatokban játszott szerepük miatt nagyon jelent sek. E feladatok 
ellátásában a nádgyökérzet és a rizóma környezetében él  mikrobaközösségek is sokrét  
szerepet játszanak. Nemcsak a nádas anyagforgalmában fontosak, hanem hatással vannak a 
nádnövény egészségi állapotára is, megismerésük ezért kiemelked  jelent séggel bír. 
Az ELTE Mikrobiológiai Tanszékén az 1990-es évek végén kezd dtek meg a 
velencei-tavi nádasállományok rizoszféra környezetének megismerését célzó mikrobiológiai 
kutatások, melyek els sorban a nádnövénnyel kapcsolatban álló aerob baktériumközösségek 
faji összetételét és anyagcsere aktivitását vizsgálták. Az anaerob baktériumközösségek faji 
struktúrájára, a nádnövénnyel kialakított lehetséges szerepére vonatkozó ismereteink azonban 
meglehet sen szórványosak maradtak. A nád esetében célzottan az anaerob 
mikroorganizmusokra és szerepük megismerésére irányuló kutatások tudomásunk szerint 
mindezidáig nem is folytak. Az anaerob baktériumközösségek tanulmányozása pedig 
különösen indokolt, mivel a Velencei-tóhoz hasonló kisméret , sekély tavakban az egyre 
fokozódó eutrofizáció révén felhalmozódott, gyakorta nagy mennyiség  szerves anyag 
lebontása az aerob heterotrófok fokozott oxigénigénye miatt az oxigénszint rohamos 
csökkenéséhez, majd anoxiához vezethet. Az autochton és allochton szerves anyagok, 
valamint antropogén szennyez  anyagok átalakítása és lebontása ezután egyre nagyobb 
mértékben a kialakuló anaerob környezetekben történik. Mindemellett az anaerob 
mikroorganizmusok szerepére a múlt század kilencvenes éveit l kezd d en Európa szerte 
megfigyelt nádpusztulás is felhívta a figyelmet. Az anaerob mikroorganizmusok közül 
ugyanis a fermentáló szervezetek anyagcsere folyamataik révén nagy mennyiségben állítanak 
el  kis szénatomszámú szerves savakat, pl. ecetsavat, propionsavat, vajsavat. Ezek a szerves 
savak bizonyos koncentrációk felett fitotoxikus hatást gyakorolhatnak többek között a 
nádnövényekre is. Nagy koncentrációban szintén fitotoxikus hatást válthatnak ki a 
szulfátredukáló baktériumok légzése során felszabaduló szulfid ionok is. Munkánk során ezért 
az anaerob mikroorganizmusok közül, a velencei-tavi nádasok rizoszférájában el forduló és a 
természetes tavi anaerob mineralizációs folyamatokban kulcsfontosságú két obligát anaerob 
baktériumcsoportnak, a fermentáló Clostridiumoknak, és az els sorban respiratórikus 
anyagcserét folytató szulfátredukáló baktériumoknak a tanulmányozását választottuk. 
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Kutatómunkám célkit zéseit a következ kben fogalmaztam meg: 
 
A Velencei-tó egészséges és pusztuló nádasállományának rizoszférájában el forduló 
anaerob baktériumközösségek mennyiségi viszonyainak meghatározása és összehasonlítása a 
környez , rizoszférától mentes üledékkel tenyésztésen alapuló MPN technika segítségével; 
 
A velencei-tavi egészséges és pusztuló nádasállományok rizoszférájában az autochton 
szerves és az allochton szennyez  anyagok anaerob lebontási folyamataiban résztvev , 
fermentáló Clostridium és respiratórikus anyagcserét folytató szulfátredukáló baktériumfajok 
tenyésztésen alapuló vizsgálata, izolált törzsek morfológiai és fiziológiai jellemzésével és 
reprezentatív törzsek 16S rDNS alapú taxonómiai diverzitásának feltárásával; 
 
Különböz  nádrizoszféra minták szulfátredukáló közösségi struktúrájának 
összehasonlítása hazánkban els ként általunk alkalmazott és optimalizált szulfátredukálókra 
specifikus PCR és DGGE, mint tenyésztést l független molekuláris biológiai ujjlenyomat 
módszer alkalmazásával; 
 
A szulfátredukálók mélyebb filogenetikai diverzitásának feltárása egyidej  és 
összehasonlító jelleg  tenyésztésen alapuló és dsrAB funkciógén klónkönyvtár létrehozásával 
végzett tenyésztést l független vizsgálatokkal; 
 
A tenyésztési módszerek fejlesztése, majd az izolált törzsek szénforrás hasznosítási 
képességének részletes vizsgálata, a reprezentatív törzsek és a szulfátredukáló klónok 
16S rDNS-, disszimilatórikus szulfit reduktáz (DsrAB) gén-, illetve fehérjeszekvencia analízis 
révén történ  identifikációja. 
 
2. AZ ALKALMAZOTT MÓDSZEREK 
 
A munka során 2000. április 26-án, 2002. június 6-án, 2002. október 7-én és 2004. 
június 4-én vettünk mintákat. A 2000. április 26-án – a Velencei-tó Lángi-tisztását szegélyez  
egészséges és a Nádas-tó valamint a Fürdet  között található pusztuló nádasállományból – 
gy jtött minták esetében a Clostridium közösségek megismerését célzó tenyésztésen alapuló 
vizsgálatokat végeztünk. Az ezt követ  mintavételek kapcsán a szulfátredukáló 
baktériumközösségek feltárása volt a cél. A fentiekkel megegyez  helyekr l 2002. júniusában 
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tenyésztéses, 2002. októberében tenyésztést l független denaturáló gradiens 
gélelektroforézisen (DGGE) alapuló molekuláris biológiai analízishez vettünk mintákat. A 
Lángi-tisztás környéki egészséges nádasállományból 2004. júniusában gy jtöttünk mintát 
mind tenyésztéses, mind a szulfátredukáló közösség disszimilatórikus szulfit reduktáz 
(dsrAB) génkészletének klónozásos vizsgálatához. A mintavételek során a nádas 
rizoszférájából egy körülbelül 50 cm magas és 40 cm átmér j  tömböt emeltünk ki, és ezzel 
egyidej leg vegetációtól mentes üledékmintákat is gy jtöttünk üledékmag mintavev  (ún. 
core sampler) segítségével. A mintákat a laboratóriumban anaerob rendszerben dolgoztuk fel 
5% CO2-ot, 10% H2-t, 85% N2-t tartalmazó atmoszférában. 
A mintákban a Clostridiumok és a szulfátredukáló baktériumok mennyiségi viszonyait 
MPN módszer segítségével becsültük differenciáló táplevesek (RMAC a Clostridiumok, 
vegyes savas, illetve tejsavas PMB a SRB esetében) alkalmazásával 2 hetes inkubációt 
követ en. A Clostridiumok és a spórás SRB MPN vizsgálatát megel z en a mintákban a 
vegetatív sejteket h kezeléssel elöltük. 
A Clostridium törzsek izolálásához a rizoszféra mintákat h kezelést követ en 
általánosan használt Clostridium táplevesekben (RCM és RMAC) dúsítottuk 1 hétig, cellulóz 
tartalmú CM3 táplevesben pedig 2 hétig 28 C-on. A SRB esetében 2002. júniusában vegyes 
savas PMB táplevesben dúsítottunk 2 hétig, 2004. júniusában azonban az MPN hígítások 
utolsó még pozitív hígítási tagjaiból izoláltunk törzseket. 
Az izolált Clostridium törzsek extracelluláris hidrolitikus enzimeit és anyagcsere 
aktivitásait kataláz teszt és API20A biokémiai gyorsteszt segítségével vizsgáltuk, majd a 
törzseket a kapott fenotípusos eredmények alapján csoportátlag-módszer (UPGMA) és 
euklideszi távolságmátrix felhasználásával, statisztikai program segítségével csoportosítottuk. 
A fenotípusosan identikus csoportokból kiválasztott törzseket 16S rDNS restrikciós emésztési 
mintázatuk alapján (16S-RFLP) genotipizáltuk. A fenotípusos csoportosítás és a 16S-RFLP 
analízis együttes eredményei alapján választottuk ki a csoportreprezentáns törzseket parciális 
a 16S rDNS szekvencia analízissel történ  identifikációhoz. 
Az izolált SRB törzsek esetében kizárólag genotípusos alapon történt a csoportokba 
rendezés. A megfelel  felbontás eléréséhez a kétenzimes RFLP analízist nem csupán a 
16S rDNS-en, hanem a dsrAB génen is elvégeztük. Az alkalmazott módszer szerint 
genotípusosan identikus törzseket parciális 16S rDNS szekvencia analízissel identifikáltuk, 
valamint dsrAB génjüket úgyszintén parciálisan (dsrA) szekvenáltuk. Az esetükben 
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különösen körülményes és id igényes szubsztrát hasznosítási teszteket az identifikált 
reprezentáns törzseken végeztük el módosított szintetikus SRB táplevesben. 
A SRB tenyésztést l független vizsgálatánál a rizoszféra mintából közvetlenül izolált 
közösségi DNS-b l indultunk ki. Ebb l a 2002. októberi minta esetében az adott 
környezetben feltételezetten leggyakoribb csoportra, a Desulfovibrionales rend egyes fajaira 
jellemz  16S rDNS szakaszokat specifikus PCR segítségével szaporítottuk fel, és az ezt 
követ  denaturáló gradiens gélelektroforézis (DGGE) technika révén választottuk szét. A 
2004. júniusi mintavételt követ en az izolált közösségi DNS-b l az összes szulfátredukáló 
baktériumra specifikus dsrAB gént szaporítottuk fel PCR-rel, majd az egyes fajokra jellemz  
génszakaszokat klónozással választottuk el egymástól. Az adott módszerekkel szeparált DNS 
szakaszokat ezt követ en szekvenáltuk és nemzetközi adatbázisokban elhelyezett 16S rDNS, 
illetve dsrAB szekvenciákkal összehasonlítva azonosítottuk. 
 
3. AZ ÉRTEKEZÉS EREDMÉNYEI ÉS A KÖVETKEZTETÉSEK 
 
Az MPN csíraszámbecslés eredményei alapján megállapíthatjuk, hogy egyik 
mintavételi id pontban sem mutatkozott szignifikáns különbség az egészséges és a pusztuló 
nádasállományokból származó minták esetében sem a Clostridiumok, sem az összes SRB 
vonatkozásában. Ugyanakkor valamennyi mintavételi id pontban mind a Clostridium 
endospórák, mind az összes SRB MPN értéke legalább egy nagyságrenddel nagyobbnak 
adódott a nád rizoszférájában, mint a környez  vegetációtól mentes üledékben, tehát sikerült 
igazolnunk a rizoszféra azon hatását, miszerint egy tömegesebb és feltételezhet en aktívabb 
anaerob mikrobaközösség számára biztosít megfelel  körülményeket. 
A Clostridium fajok részletes vizsgálatát a 2000. júniusában vett rizoszféra minták 
tenyésztésen alapuló feldolgozásával végeztük el három különböz  táptalaj felhasználásával. 
A kitenyésztett Clostridium törzsek dönt  többségét C. sporogenes, C. bifermentans, C.
glycolicum, C. beijerinckii és Tissierella praeacuta (korábban C. hastiforme) fajokként 
azonosítottuk (1. ábra). Kisebb számban, de el kerültek még a C. botulinum E típusához, a C.
carboxidivorans és a C. celerecrescens fajokhoz közel álló izolátumok is. Két törzsünk a 
legnagyobb, de mindkét esetben 95,0% alatti szekvencia hasonlóságot a C. acetobutylicum és 
a C. argentinense fajokkal mutatta, de azoktól egyedi biokémiai jellemz ik alapján is 
elkülönültek. Ezeknek a tudomány számára feltételezhet en új fajoknak a leírása a jelen 
munka keretein belül elkezd dött, de még további vizsgálatokat igényel. 
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A Velencei-tóból izolált és identifikált Clostridium fajok mindegyike el fordult mind 
az egészséges, mind a pusztuló nádasok rizoszféra környezetében, mégis az egyes mintavételi 
helyek között eltérést figyeltünk meg a különböz  szénforrás hasznosító képességekkel 
jellemezhet  fajok, illetve az egyes fajokon belüli különböz  fenotípusos csoportok 
arányában. Ez azonban sokkal inkább a nádpusztulás következményeként megváltozó 
körülményekhez és szénforrás-készlethez történ  adaptációval, semmint a megfigyelt 
nádpusztulás kialakulásával hozható összefüggésbe.  
Az irodalmi adatok alapján cellulózbontásra képes C. glycolicum faj képvisel i közel 
egyenl  mértékben kerültek el  az egészséges és pusztuló rizoszférából, s t a vizsgálataink 
során cellobiózt bontó fajok (ami nem jelenti egyértelm en a cellulóz bontásának képességét 





Clostridium sporogenes ATCC 3584T (X68189) 
Clostridium botulinum ATCC 25763T (L37585) 
Clostridium novyi ATCC 17861T (M59100) 




Clostridium botulinum E (L37592) 
Clostridium uliginosum  CK 55T (AJ276992) 
Clostridium sardiniense DSM 2632T (X73446) 
Clostridium diolis DSM 5431T (AJ458418) 
Clostridium beijerinckii DSM 791T (X68179) 
E1 (AM946373)
Clostridium butyricum ATCC 19398T (AB075768) 
CE6 (AM946374)
Clostridium carboxidivorans DSM 15243T (AY170379) 
Clostridium scatologenes ATCC 25775T (M59104) 
Clostridium pasteurianum ATCC 6013T (M23930) 
P12 (AM946375)
Clostridium schirmacherense DSM 17394T (AM114453) 
Clostridium argentinense ATCC 27322T (M59087) 
Clostridium subterminale ATCC 25774T (L37595) 
E8 (AM946379)
Clostridium bifermentans NCIMB 10716T (X73437) 
CP8 (AM946378)
Clostridium ghoni NCIMB 10636T (X73451) 
E9 (AM946380)
Clostridium glycolicum DSM 1288T (X76750) 
Clostridium irregulare ATCC 25756T (X73447) 
Clostridium celerecrescens DSM 5628T (X71848) 
Clostridium indolis DSM 755T (Y18184) 
Desulfotomaculum guttoideum DSM 4024T (Y11568)
P8B (AM946381)
Clostridium xylanolyticum ATCC 49623T (Y71855) 
CE5 (AM946376)
Tissierella praeacuta ATCC 25539T (X80833) 
Clostridium hastiforme DSM 5675T (X80841) 
AP21 (AM946377)







1. ábra. A velencei-tavi nádasok rizoszférájából kitenyésztett Clostridium törzsek és 
referencia fajok parciális 16S rDNS szekvenciáin alapuló neighbour-joining filogenetikai fa 
(A faj, illetve törzs neveket a hozzájuk tartozó szekvenciák GenBank azonosító számai 
követik; a nagyobb elágazások jelölései (CI-CIV) és a színek a Clostridiales renden belüli 
f bb leszármazási vonalakra utalnak; a méretarány 10% nukleotid különbséget jelöl.) 
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Mindebb l arra következtethetünk, hogy a pusztuló nádas rizoszférájában a 
degradálódó növényi anyag cellulóz tartalmának lebontását feltehet en legnagyobb részben 
nem az anaerob Clostridium fajok végzik. 
Mindazonáltal eredményeinket óvatosan kell kezelnünk az alkalmazott tápközegek 
részben már említett szelektivitása miatt. Az RMAC tápközeghez hasonlóan, bár kisebb 
mértékben, de az RCM tápközegben is magasabb a fehérjék (pepton) aránya, így 
alkalmazásuk a tenyésztés során az ún. proteolitikus fajok dominánciája irányába torzíthatta a 
rizoszférában eredetileg fennálló viszonyokat. 
 
A szulfátredukáló baktériumok tenyésztése során a 2002. júniusi minta feldolgozása 
mindössze egyetlen, Desulfovibrio alcoholivoransként meghatározott szulfátredukáló 
baktériumfaj kimutatásához vezetett, aminek törzsei egyenl  mértékben oszlottak meg az 
egészséges és pusztuló rizoszféra minták között. A 2004. évi mintavételhez kapcsolódóan 
változtattunk tenyésztési stratégiánkon (SRB izolálása az MPN hígítások legnagyobb még 
pozitív tagjaiból; a törzsek izolálást megel z  telepképzése alacsonyabb agartartalmú 
táplemezek belsejében; nagyobb törzsgy jtemény létrehozása). Mindezek a változtatások 
diverzebb tenyésztésbe vont szulfátredukáló közösség feltárásához vezettek. A Desulfovibrio
alcoholivorans újraizolálása mellett még a Desulfovibrio fructosivorans, a Desulfovibrio
desulfuricans, egy feltételezhet en a tudomány számára új Desulfovibrio faj és egy szintén 
valószín síthet en új Desulfotomaculum faj került el  a rizoszférából (2. ábra). 
A Daly és mtsai által tervezett primereken alapuló Desulfovibrio-Desulfomicrobium 
csoportokra specifikus PCR és DGGE vizsgálatot tudomásunk szerint els ként optimalizáltuk 
tiszta törzsekkel és alkalmaztuk környezeti mintákra. Az egészséges és pusztuló rizoszféra faji 
struktúrájában ezzel a módszerrel sem mutatkozott különbség. Az azonosított környezeti 
16S rDNS szekvenciák azonban kivétel nélkül egy még nem leírt filogenetikai ághoz tartoztak 
a Desulfovibrionales rend környezetében. A delta-Proteobaktériumokon belül elhelyezked  
szulfátredukáló csoportoktól való filogenetikai elkülönülésük miatt azonban nem lehetünk 
biztosak abban, hogy a feltárt szekvenciák egy új, ezidáig még nem tenyésztett 
szulfátredukáló ág képvisel i. Az azonban valószín síthet , hogy domináns képvisel i a nád 
rizoszférájának, 16S rDNS-ük célszekvenciája a primer párnak, ami felhívja a figyelmet az 
alkalmazott primer pár alkalmazhatóságának korlátaira is, f ként a még sok korábban nem 
























Thermodesulfobacterium thermophilum (AF334601) 
 
 
2. ábra. A velencei-tavi Lángi-tisztás nádas állományának rizoszférájából kitenyésztett 
SRB törzsek és a legközelebbi rokon baktériumfajok parciális 16S rDNS szekvenciáin alapuló 
neighbour-joining filogenetikai fa  
(A faj, illetve törzs neveket a hozzájuk tartozó szekvenciák GenBank azonosító számai 
követik; a méretarány 10% nukleotid különbséget jelöl.) 
 
A 2004. évi mintavételhez kapcsolódóan a SRB tenyésztést l független vizsgálatához 
az azokra specifikus disszimilatórikus szulfit reduktáz gén (dsrAB) környezeti mintából való 
felszaporítását (PCR) és a felszaporított szekvenciák klónozással történ  szétválasztását 
alkalmaztuk már csak az egészséges nádas rizoszférájának minél jobb megismeréséhez.  
A klónozás eredménye a tenyésztéses vizsgálatokkal egybehangzóan a Desulfovibrio 
nemzetségbe tartozó SRB dominanciáját mutatta a nád rizoszférájában. A klónozás révén a
Desulfovibrio rokon szekvenciák mellett még a Desulfobulbus nemzetséghez tartozó fajok 
kerültek el  számottev  mennyiségben (3. ábra).  
Fontos eredményünk, hogy bár a klónozás során többnyire még nem leírt fajokhoz 
tartozó szekvenciákat detektáltunk, ám a klónozás során kapott szekvencia eredményeket a 
tenyésztéses vizsgálatok eredményeivel összevetve, a második legnagyobb klóncsoportot a 
tenyésztéssel is domináns Desulfovibrio alcoholivoranssal azonosíthattuk, amelynek el ször 

































3. ábra. A velencei-tavi Lángi-tisztás nádasállományának rizoszférájából származó 
klónok és törzsek DsrA szekvenciáin alapuló neighbour-joining filogenetikai dendrogram 
(Az izolált törzsek nevei, mint LVS, a klónok nevei, mint LVC kezd dnek; a fajok, törzsek, 
illetve klónok neveit a hozzájuk tartozó szekvenciák GenBank azonosító számai követik; a 
méretarány 5% nukleotid különbséget jelöl.) 
 
Az izolált Clostridium törzsek közül a domináns fajokról, valamint a Desulfovibrio és 
Desulfobulbus nemzetségekr l egyaránt leírták, hogy képesek túlélni, s t növekedni is magas 
oxigénkoncentrációk mellett. A rizoszférában tehát többé-kevésbé aerotoleráns anaerob 
baktériumközösséget találtunk, ami szelektív el ny ebben a részlegesen aerob környezetben. 
A többféle szulfátredukáló el fordulását emellett az is segíti, hogy speciális szénforrás 
hasznosító képességeik révén fel tudják osztani maguk között a kínálatot. Habár a SRB között 
ritka képesség, mi feltehet en két cukorhasznosító fajt is kimutattunk az egészséges nádas 
rizoszférájából.  
Mindamellett mivel az izolált és a klónozással kimutatott SRB mind részlegesen 
oxidáló, azaz acetátot nem hasznosító fajok, feltehet , hogy az adott környezetben az anaerob 
terminális oxidáció jórészt metanogén baktériumokhoz köthet . 
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